
1. In tro duc tion

Valproic acid (VPA, 2-propylvaleric acid, 2-pro -
pylpentanoic acid) is a bi fur cated fatty acid pres ent on
the phar ma ceu ti cal mar ket since 1967, when it was li -
censed in France as the anticonvulsant drug Depakine.
At the same time, its mood im prov ing ac tiv ity also be -
gan to be ex ploited in the treat ment of pa tients suf fer -
ing from af fec tive dis or der and in 1995, the Amer i can
Fed eral Drug Ad min is tra tion Agency authorised

valproic acid in the treat ment of ma nia ac com pa ny ing
bi po lar dis or der. The ap pli ca tion of valproic acid grad -
u ally ex tended to other neu ro log i cal and psy chi at ric
dis or ders, in clud ing pre ven tion and treat ment of mi -
graine, the con trol of neuropathic pain, be hav iour dis -
or ders with panic ep i sodes, ag gres sion and other
con di tions [12]. Re search re sults pub lished dur ing re -
cent years have in di cated a new prop erty of valproic
acid – anticancer ac tiv ity and its ap pli ca tion in the
treat ment of myelodysplastic syn dromes (MDS) and
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acute monocytic leu ke mia (AML). The mech a nism of
this ac tiv ity is prob a bly con nected with histone de -
acetylation in hi bi tion by valproic acid, which leads in
ef fect to dif fer en ti a tion and apo the o sis of ma lig nant
cells [8,13].

Wide use of valproic acid prep a ra tions has in -
creased the fre quency of over doses and acute poi son -
ings with this drug [9]. In 2006, the Amer i can
As so ci a tion of Poi son Con trol Cen tres (AAPCC)
listed 8627 poi son ing cases with valproic acid prep a -
ra tions, in clud ing a sin gle fa tal case [7]. Dur ing 2002
and 2003, 50 pa tients were hos pi ta lised or treated at
the first-aid room at the Tox i co log i cal Clinic CM JU in 
Krakow, but no fa tal cases were ob served [23]. The
De part ment of Fo ren sic Med i cine also did not re cord
any deaths fol low ing valproic acid poi son ing; how -
ever, valproic acid was de tected in a few cases of
multi-drugs poi son ings (sta tis tics of the De part ment of 
Fo ren sic Med i cine).

De spite the fact that valproic acid is a drug of low
tox ic ity, in tense side ef fects may arise dur ing long-
term treat ment. These in clude body mass in crease,
ovary cyst, tremor, coma, pan cre ati tis and liver dam -
age. Side ef fects are more com mon and se vere in in -
fants and young chil dren, es pe cially dur ing poly -
ther apy with other antiepileptic drugs. Within this age
group, teratogenic ac tiv ity of this drug has also been
ob served [6, 11, 13, 21].

Ac cord ing to data from the lit er a ture and our own
re search, the course of poi son ing with valproic acid
prep a ra tions is mild in most cases; se vere over doses,
where the pa tient’s life is in dan ger, are rare. The most
com mon symp toms are con nected with de pres sive ac -
tiv ity on the cen tral ner vous sys tem, start ing from
amentia, dis ori en ta tion and hypersomnia, which de -
velop, to gether with an in creas ing con cen tra tion of
valproic acid, into dis tur bances of con scious ness,
coma and re spi ra tory fail ure. Among other life and
health threat en ing symp toms, hyperammonemia, met -
a bolic ac i do sis, hypotension, tachy car dia, myeloid de -
pres sion and pul mo nary edema should be men tioned
[6, 21].

In tox i ca tions with valproic acid prep a ra tions re -
quire ap pli ca tion of a fast and re li able an a lyt i cal
method which al lows de ter mi na tion of the con cen tra -
tion of valproic acid in the pa tient’s se rum, es ti ma tion
of the tox ic ity level, and also mon i tor ing of drug elim i -
na tion from the body. The vari abil ity of valproic acid
pharmacokinetics and nu mer ous pharmacokinetic in -
ter ac tions ne ces si tate mon i tor ing of drug con cen tra -
tion in the blood dur ing treat ment with the drug. 

Immunoassay meth ods (the flu o res cence polar is -
ation immunoassay, FPIA and the en zyme mul ti plied

immunoassay tech nique, EMIT) are pref er a ble for the
de ter mi na tion of valproic acid in se rum be cause of
their ra pid ity and sim plic ity; how ever, the oc cur rence
of cross-re ac tiv ity when these meth ods are used means 
that the an a lyst must ap ply ref er ence meth ods. An a lyt -
i cal pro ce dures us ing chro mato graphic tech niques:
gas chro ma tog ra phy cou pled with flame ion is ation de -
tec tor (FID), high per for mance liq uid chro ma tog ra -
phy, gas chro ma tog ra phy cou pled with mass spec -
trometry (GC-MS) and liq uid chro ma tog ra phy cou -
pled with mass spec trom e try (LC-MS) have been de -
vel oped as ref er ence meth ods for the de ter mi na tion of
valproic acid con cen tra tions by im mu no log i cal meth -
ods [6]. GC-MS with var i ous ion is ation and deriva-
tisation tech niques has been ap plied in most meth od -
olog i cal stud ies de scrib ing the de ter mi na tion of
valproic acid [1, 3, 10, 14, 22].

The aim of this study was to com pare meth ods of
valproic acid de ter mi na tion in blood and to eval u ate
their suit abil ity for the di ag nos tics of pa tients poi -
soned with VPA and for ther a peu tic drug mon i tor ing
dur ing antiepileptic treat ment. 

2. Case study

The re search en com passed six pa tients who were
ad mit ted to the Tox i col ogy Clinic, Collegium Me -
dicum JU in Krakow and were sus pected of hav ing
been poi soned with Depakine Chrono or Convulex.
Three of the pa tients had taken other psychotropic
drugs to gether with the valproic acid prep a ra tions. In
most cases, the over dosed drugs be longed to the pa -
tients, who were be ing treated for ep i lepsy or mood
dis or der. All ex am ined pa tients took these drugs for
sui cidal pur poses. 

The pa tients’ clin i cal state was rated ac cord ing to
the PSS (Poi son Se ver ity Score) as a poi son ing of low,
me dium or high se ver ity. The ap plied symp tom atic
treat ment im proved the pa tients’ con di tion and they
were re leased home or di rected for fur ther psy chi at ric
treat ment. De tailed in for ma tion about pa tients, med i -
cines taken, in tox i ca tion symp toms and the ap plied
treat ment is pre sented in Ta ble I. 

3. Ma te ri als and meth ods

3.1. Bi o log i cal ma te rial

Bi o log i cal ma te rial was: blood col lected from six
pa tients dur ing the first, sec ond, third and fourth day
(24 hr day) of hos pi ta li sa tion at the Tox i col ogy Clinic
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CM JU and also con trol se rum ob tained from a blood
bank in Krakow for de vel op ing and val i dat ing the an a -
lyt i cal method. 

3.2. Stan dards and re agents

Valproic acid was pur chased from SIGMA (Poz -
nañ, Polska) and the deuterated in ter nal stan dard (IS),
VPA-d4 (2-(propyl-1,1-d2)pentanoic-3,3-d2 acid) was
ob tained from CDN Iso tope Inc. (Que bec, Can ada).
The derivatisation re agent BSTFA with 1% TMCS
(bis-trimethylsilyltrifluoroacetamide with trimethyl -
chlorosilane) and also pyridine were or dered from
SIGMA (Poznañ, Po land). The re main ing re agents:
meth a nol, ethyl ac e tate, buffer so lu tion (pH = 3) of an -
a lyt i cal grade were pur chased from POCH (Gliwice,
Po land). Aqua pro injectione by B. Braun (Melsungen, 
Ger many) was used as dis tilled wa ter. 

3.3. An a lyt i cal pro ce dures 

3.3.1. Flu o res cence polar is ation immunoassay
method (FPIA)

De ter mi na tion of valproic acid in se rum by the
FPIA method was per formed us ing the Axsym Sys tem
(Abbott Lab o ra to ries, Di ag nos tic Di vi sion, Abbott Park,
USA) with soft ware ver sion 5.20. Nec es sary re agents
to per form the anal y sis were pur chased from Abbott
Lab o ra to ries. Re agent 1 con tained valproic acid an ti -
bod ies in phos pho ric buffer so lu tion; re agent 2 was
valproic acid con ju gated with fluorescein in TRIS
buffer so lu tion. 

A cal i bra tion plot was pre pared us ing six stan dard
so lu tions at con cen tra tions: 0, 12.5, 25, 50, 100 and
150 mg/ml. Con trol so lu tions at con cen tra tions: 37.5,
72.5, 124.5 mg/ml were used to eval u ate the re li abil ity
of the method.

Val i da tion pa ram e ters were worked out and printed 
in a leaf let at tached to the Valproic Acid As say re agent 
by Ab bot Lab o ra to ries [4]. Ac cord ing to these in struc -
tions, the de ter mined cut-off value was 0.7 mg/ml. The
cut-off cor re sponds to the low est mea sur able con cen -
tra tion which can be dis tin guished from the zero value
at a con fi dence level of 95%. 

The method was lin ear within the range from 0 to
150 mg/ml. The inter-day vari ance co ef fi cients de ter -
mined for con trol so lu tions at con cen tra tion lev els:
37.5, 72.5 and 124.5 mg/ml were 3.4%, 4.1% and
3.5%, re spec tively.

The spec i fic ity of the test for valproic acid was de -
fined for 3-ketovalproic acid, the main me tab o lite of
valproic acid. At a me tab o lite con cen tra tion cor re -

spond ing to a high con cen tra tion level of valproic acid in
plasma of pa tients suf fer ing from ep i lepsy (16 mg/ml),
3-ketovalproic acid showed cross-re ac tiv ity be low 10%,
for both lower (50 mg/ml) and up per (100 mg/ml) lim its
of the valproic acid ther a peu tic range. Other valproic
acid me tab o lites (3-hydroxyvalproic acid, 4-hydroxy -
valproic acid, 4-en-valproic acid, 2-propylglutaric acid,
5-hydroxyvalproic acid), at the con cen tra tions cor re -
spond ing to high lev els in plasma of ep i lep tic pa tients
re vealed that the read ing er ror was be low the cut-off of 
the method. 

3.3.2. Gas chro ma tog ra phy cou pled with mass
spec trom e try (GC-MS)

3.3.2.1. Stan dard and con trol so lu tions

1 mg/ml stock so lu tions of valproic acid and
deuterated in ter nal stan dard (IS) were pre pared by di -
lut ing stan dard so lu tions of valproic acid and VPA-d4

with meth a nol. Work ing so lu tions of valproic acid
were made by fur ther di lut ing the stock so lu tion with
dis tilled wa ter to con cen tra tions of 10 and 100 mg/ml.
The stock so lu tion of VPA-d4 was di luted with dis -
tilled wa ter to ob tain the work ing stan dard of 5 mg/ml.
The stock so lu tions of valproic acid and its deutered
in ter nal stan dard were kept at +4oC. The work ing so lu -
tions were pre pared fresh daily. 

Stan dard so lu tions were pre pared by spik ing the
con trol ma te rial (se rum free from ex tra ne ous sub -
stances) with the analyte within the range of con cen -
tra tions from 5 to 150 mg/ml. Con trol sam ples at low –
20 mg/ml and high – 75 mg/ml con cen tra tions were pre -
pared in the same man ner. 

3.3.2.2. Sam ple prep a ra tion

100 ml of se rum (stan dard, con trol and in ves ti gated
sam ples) was put into Eppendorf vial of 2 ml ca pac ity,
then di luted 10 times with dis tilled wa ter. 100 ml of so -
lu tion was pipetted and spiked with 100 ml of in ter nal
stan dard – 5 mg/ml deuterated valproic acid. The sam -
ple was then acid i fied with 500 ml of cit ric buffer so lu -
tion (pH = 3), and then ex tracted with 500 ml of ethyl
ac e tate for 15 min utes at room tem per a ture. Af ter
a 6 min ute long centrifugation, the or ganic sol vent was 
trans ferred to a clean vial and sub se quently evap o rated 
un der a stream of ni tro gen.

30 ml of deri va tisation re agent con tain ing
BSTFA/pyridine (1:1) was added to the dry res i due,
and af ter care ful vortexing, the sam ple was ther mo -
stated at ca. 70oC for 20 min utes. 
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3.3.2.3. Equip ment

The TRACE gas chro ma tog ra phy sys tem (Thermo
Elec tron, USA) cou pled with the Po laris Q mass spec -
trom e ter (Thermo Elec tron, USA) was used. It was
equipped with a quadrupole ion trap and an elec tron
im pact ion is ation de vice. 

3.3.2.4. Chro mato graphic sep a ra tion

Chro mato graphic sep a ra tions were con ducted us ing 
a factorFOUR cap il lary col umn, 30 m ´ 0.25 mm I. D.,
film thick ness 0.25 mm (Varian, USA). He lium at a con -
stant flow of 1.5 ml/min was used as the car rier gas.

The tem per a ture of the in jec tor was 260oC. The
col umn tem per a ture pro gram started from 50oC, then
the tem per a ture was ramped 40oC/min, to reach 300oC,
which was then held for fur ther 2 min utes. 1 ml of the
derivatised sam ple was in jected on the col umn. 

3.3.2.5. De tec tion pa ram e ters

The mass spec trom e ter op er ated at elec tron en ergy
of 70 eV, the tem per a ture of the ion source and the
trans fer line was 230oC and 280oC, re spec tively.
Xcalibur soft ware was ap plied to mo lec u lar ions col -
lec tion, which was per formed in the full scan mass
spec trum within the range from 50 to 350 m/z for both
sub stances.

3.3.2.6. Cal i bra tion curve and quan ti ta tive
anal y sis

Quan ti ta tive anal y sis was per formed us ing a cal i -
bra tion plot pre pared by anal y sis of con trol se rum
sam ples spiked with valproic acid at con cen tra tion
lev els: 5, 10, 25, 50, 100, 150 mg/ml and with the
deuterated in ter nal stan dard (IS) VPA-d4 at 5 mg/ml.
Each stan dard sam ple was ana lysed in trip li cate. The
cal i bra tion curve was plot ted us ing the ra tio of the
valproic acid peak area to the in ter nal stan dard peak
area. Re gres sion co ef fi cients, in clud ing slope and in -
ter cept were cal cu lated us ing the least square method.
The lin ear ity, de fin ing the abil ity of the method to ob -
tain re sults di rectly pro por tional to the de ter mined
sub stance was ex pressed by a re gres sion equa tion
(y = ax + b) and a cor re la tion co ef fi cient, r. 

3.3.2.7. Method val i da tion

The method se lec tiv ity was in ves ti gated by in ject -
ing five dif fer ent se rum ex tracts onto a chro mato -
graphic col umn. The limit of de tec tion (LOD) – the
low est de tect able con cen tra tion, though not nec es sar -
ily de ter mined with the re quired quan ti ta tive ac cu racy, 
was cal cu lated from the sig nal to noise ra tio (for a peak 
area) which was es ti mated to be greater than 3:1. The

limit of quan ti fi ca tion (LOQ) was the low est con cen -
tra tion which could be de ter mined with sat is fac tory
pre ci sion (RSD < 15%) and ac cu racy (rel a tive er ror
< 15%) and it was es ti mated as the con cen tra tion giv -
ing an an a lyt i cal sig nal ten times greater than the noise
level. 5 con trol sam ples were ana lysed in or der to de -
ter mine these pa ram e ters. 

Intra- and inter-group pre ci sion and ac cu racy were
de ter mined by the anal y sis of five con trol sam ples
a day at low and high con cen tra tions on three suc ces -
sive days. Av er age val ues, stan dard de vi a tions, rel a -
tive stan dard de vi a tions and bias were cal cu lated on
the ba sis of ob tained re sults. The pre ci sion of the
method ex press ing the con cor dance be tween the sep a -
rate re sults of anal y ses re peated many times was de -
fined by the per cent rel a tive stan dard de vi a tion
(% RSD). RSD was cal cu lated by di vid ing the stan-
dard de vi a tion by the av er age value ob tained from the
cal i bra tion plot. The ac cu racy, de fin ing the con cor -
dance be tween the real con cen tra tion and that found
dur ing the anal y sis was pre sented as the value of the
method bias cal cu lated us ing the over all sys tem atic er -
ror (% bias). The bias was cal cu lated by di vid ing the
dif fer ence be tween the av er age cal cu lated con cen tra -
tion and the ref er ence con cen tra tion by the av er age in -
ves ti gated con cen tra tion. 

The ex trac tion re cov ery or yield (%) de fin ing the
abil ity to iso late the in ves ti gated com pound from the
bi o log i cal sam ple by the ap plied ex trac tion pro ce dure
was de ter mined five times for two con cen tra tion lev els 
in con trol sam ples. The rel a tive ex trac tion yield was
es ti mated by spik ing the first se ries of se rum sam ples
with the work ing so lu tion of the in ter nal stan dard (IS),
then spik ing the sec ond se ries af ter the ex trac tion but
be fore the evap o ra tion step. The av er age per cent rel a -
tive re cov ery was ob tained by com par ing the sig nal of
the in ves ti gated com pound in the first se ries with the
sig nal ac quired in the sec ond se ries. The to tal re cov ery 
was also eval u ated by com par i son of the analyte sig nal 
re corded for methanolic stan dard solutions. 

3.4. Sta tis ti cal anal y sis

A lin ear re gres sion anal y sis and a t-Stu dent test for
paired sam ples were per formed on Statistica 6.1 soft -
ware. De ter mined VPA con cen tra tions were ex pressed 
as mean con cen tra tion, stan dard de vi a tion and the cor -
re la tion be tween VPA con cen tra tions ob tained by the
ap plied meth ods was de scribed by a lin ear re gres sion
equa tion. 
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3.5. Toxicokinetic stud ies

The bi o log i cal half-life (t1/2) and the elim i na tion
rate con stant (kel) were cal cu lated from the last points
of the con cen tra tion-time curve us ing pharmaco ki -
netic soft ware (Spline Pro gram for Pharmacokinetic
Mo ment Anal y sis, DuPont Pharmaceuticals; New ark,
USA).

4. Re sults

The ini tial phase of the re search con sisted of the
de vel op ment of a sen si tive and se lec tive method of de -
ter mi na tion of valproic acid and val i da tion of this
method.

 4.1. Val i da tion of method for de ter mi na tion of
valproic acid in se rum by GC-MS

Iden ti fi ca tion of the de ter mined analyte was per -
formed on the ba sis of re ten tion time and se lected ions

spe cific for valproic acid (m/z = 129, 145, 201). Re ten -
tion time of valproic acid and its deuterated an a logue
equals 3.98 min (Fig ure 1). Qual i ta tive anal y sis was
per formed us ing the ion of m/z = 201 for valproic acid
and of 205 for deuterated an a logue (VPA-d4). 

The se lec tiv ity of the method is sat is fac tory, as no
en dog e nous agents pres ent in se rum in ter fere with the
analytes. The cal i bra tion curve, ex am ined at six mea -
sur ing points, each of six rep e ti tions, showed lin ear ity
within a range of 5–150 mg/ml. The cor re la tion co ef fi -
cient r of the ob tained cal i bra tion curve was 0.9959. In
the de scribed an a lyt i cal con di tions, the limit of de tec -
tion (LOD) equals 2.6 mg/ml, and the limit of
quantitation (LOQ) was es ti mated as 5 mg/ml.

The pre ci sion of the method was eval u ated at two
con cen tra tions (10 mg/ml and 100 mg/ml) re peated five 
times per day for three suc ces sive days. The rel a tive
stan dard de vi a tions for rep e ti tions of de ter mined con -
cen tra tions on the same day were: 2.6–9.4% for
10 mg/ml and 7.9–9.4% for 100 mg/ml. Pre ci sion be -
tween days equalled 11.9% for 10 mg/ml and 1.8% for
100 mg/ml. Con trol so lu tions at concg/ml re spec tively. 
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Fig. 1. Chromatograms and mass spec tra of valproic acid and its deuterated an a logue VPA-d4 (IS) in ex tract from se rum of a pa -
tient in tox i cated by Convulex.



The ac cu racy es ti mated for con trol sam ples (20 mg/ml
and 75 mg/ml) os cil lated from 5.8% to 2.9%. 

Ex trac tion ef fi ciency was eval u ated for two con cen -
tra tions of con trol sam ples (20 mg/ml and 75 mg/ml) in
five rep e ti tions. Rel a tive re cov ery ranged from 92.2 to
97.8%, and to tal re cov ery was ap prox i mately 81%.

4.2. Com par i son of meth ods for de ter mi na tion of
valproic acid – sta tis ti cal anal y sis

The de vel oped and val i dated GC-MS method with
elec tron im pact ion is ation as well as the FPIA method
was ap plied to de ter mi na tion of VPA in se rum of six
pa tients in tox i cated by valproic acid prep a ra tions,
treated in the Tox i col ogy Clinic of Collegium Me -
dicum JU in Krakow. Ma te rial was col lected sev eral
times dur ing hos pi ta li sa tion in or der to mon i tor the
elim i na tion of the com pound from the or gan ism. 

The mean con cen tra tions of valproic acid (+/–SD)
cal cu lated for 41 sam ples ana lysed by FPIA and
 GC-MS meth ods were 150.6 mg/ml (+/–139.6) and
155.0 mg/ml (+/–135.8) re spec tively. 

The de pend ence be tween the con cen tra tions of
valproic acid in se rum ob tained by the FPIA method
com pared to those ob tained by the GC-MS method
was de scribed by the lin ear re gres sion equa tion:
CVPA/FPIA = 1.02 ´ CVPA/GC-MS – 7.30. The cor -
re la tion co ef fi cient was 0.9814. This cor re la tion is
pre sented in Fig ure 2.

In the con ducted re search, the cor re la tion be tween
con cen tra tions of valproic acid de ter mined by FPIA
and GC-MS and rel a tive dif fer ences in con cen tra tions
of valproic acid ob tained by these meth ods are shown
in Fig ure 3.

4.3. Re sults of as says of valproic acid in blood
us ing FPIA and GC-MS meth ods

Dur ing hos pi ta li sa tion of pa tients in the Tox i col -
ogy Clinic CM JU, de ter mi na tion of valproic acid was
per formed each time af ter col lec tion of blood us ing the 
FPIA method. Re main ing ma te rial was se cured for
fur ther anal y sis by GC-MS at the De part ment and In -
sti tute of Fo ren sic Med i cine CM JU. Re sults of de ter -
mi na tion are shown in Fig ure 4. For the time of admin -
istration of the toxic dose (t = 0), the as sumed con cen -
tra tion was 50 µg/ml (min i mum ther a peu tic dose of
VPA), which points to ther a peu tic use of valproic acid
by pa tients be fore in tox i ca tion.

4.4. Toxicokinetic pa ram e ters

Re sults of con cen tra tions of valproic acid in se rum
col lected at var i ous times af ter ad mis sion to hos pi tal
were used for cal cu la tion of se lected toxicokinetic pa -
ram e ters: Bi o log i cal half-life (t1/2) and elim i na tion rate 
con stant (kel). The bi o log i cal half-life and elim i na tion
rate con stant of valproic acid cal cu lated for 5  intoxica t -
ed pa tients var ied from 16.2 to 28.1 (mean 22.9 ± 5.7)
and from 0.043 to 0.024 h–1 (mean 0.032  ± 0.009) re -
spec tively. In the case of one pa tient, the cal cu lated
val ues of t1/2 (kel) were 57.6 h (0.012 h–1). Changes of
con cen tra tions of valproic acid dur ing elim i na tion for
the in ves ti gated group of pa tients are shown on charts
(Fig ure 4).

Problems of Forensic Sciences 2007, LXXII, 416–432

422 J. Wilimowska, M. K³ys, S. Rojek et al.

Fig. 2. Cor re la tion be tween the val ues of valproic acid in se -
rum of ex am ined pa tients de ter mined by FPIA rel a tive to

GC-MS. Re gres sion equa tion: CVPA/FPIA = 1.0182 ´
CVPA/ GC/MS – 7.3007. Outer lines de fine the 95% con fi -
dence range for ob served val ues. In ner lines de fine the 95%
range for pre dicted val ues.

Fig. 3. Cor re la tion be tween rel a tive dif fer ence of valproic
acid con cen tra tions ob tained by FPIA and GC-MS, and con -
cen tra tion ob tained by GC-MS only.



5. Dis cus sion

The con sid er able di ver sity of pharmacokinetics of
valproic acid de pend ing on age and ac com pa ny ing
antiepileptic ther apy makes it ad vis able to mon i tor
drug con cen tra tions for ther a peu tic pur poses [2]. In di -
vidu ali sation of dos age based on ther a peu tic mon i tor -
ing of a drug im proves the ef fec tive ness and safety of
phar ma co log i cal ther apy; how ever, nu mer ous phar -
macokinetic in ter ac tions, ac com pa ny ing psy chi at ric
dis eases, dif fi culty and of ten in ef fi cacy of pop u lar
treat ment by valproic acid prep a ra tions, lead to in -
creas ingly com mon cases of over dos ing. The li a bil ity
of valproic acid ki net ics dur ing in tox i ca tion de pend ent 
on pharmacokinetics at ther a peu ti cal doses ne ces si -
tates mon i tor ing of elim i na tion of the drug from the or -
gan ism. That is why de vel op ment of a sen si tive and
spe cific method of de ter mi na tion of valproic acid in
se rum is so im por tant in or der to im prove the safety of

antiepileptic ther apy and ef fec tive ness of treat ment of
acute VPA poi son ings. 

Staff work ing at the Lab o ra tory of An a lyt i cal Tox i -
col ogy and Mon i tored Ther apy CM JU, Krakow use
the FPIA method to de ter mine VPA in blood when di -
ag nos ing pa tients in tox i cated by this com pound. An
un ques tion able ad van tage of this method is the speed
of the anal y sis of the stud ied sub stance, as it can be
per formed di rectly in bi o log i cal ma te rial. This helps
a quick di ag no sis to be made and suit able treat ment to
be ini ti ated. The speed and sim plic ity of VPA de ter mi -
na tion by the im mu no log i cal method de ter mines the
use ful ness of the FPIA tech nique for clin i cal pur poses. 
FPIA is not, how ever, a spe cific method, which is why
com pounds such as me tab o lites hav ing a sim i lar
chem i cal struc ture may show cross re ac tiv ity. The
man u fac turer of the test guar an tees the spec i fic ity of
VPA de ter mi na tion for con cen tra tions within the ther -
a peu tic range: 50 to 120 mg/ml. Data pub lished in the
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Fig. 4.  Pharmacokinetic pro file of pa tients in tox i cated by valproic acid; < - de ter mined on the ba sis of GC/MS anal y ses,

¨ - de ter mined on the ba sis of FPIA anal y ses.



lit er a ture up to now have not pro vided any in for ma tion 
about cross re ac tiv ity of valproic acid me tab o lites in
acute poi son ings. 

In the pre sented study, an at tempt was made to as -
sess the ap pli ca tion of the FPIA method to toxic con -
cen tra tions of VPA com pared to a ref er ence method.
The de vel oped ref er ence method for de ter mi na tion of
valproic acid in se rum uses the GC-MS tech nique with 
ap pli ca tion of a deuterated an a logue as an in ter nal
stan dard. The per formed val i da tion of the GC-MS
method points to its spec i fic ity, sen si tiv ity, re peat abil -
ity and lin ear ity at a use ful level for rou tine anal y ses of 
valproic acid at ther a peu tic con cen tra tions. Lim i ta tion
of the lin ear ity of the method to 150 mg/ml was linked
with the oc cur rence of over load ing of the ion trap at
higher con cen tra tion val ues; thus blood sam ples col -
lected from poi soned pa tients were di luted by dis tilled
wa ter, and the re sult was mul ti plied by the ap pro pri ate
di lu tion fac tor.

The GC-MS method, which is char ac ter ised by
high spec i fic ity, al lows the de ter mi na tion of valproic
acid and its me tab o lites with the high est cred i bil ity. It
can be uti lised in in ves ti ga tion of the met a bolic pro file
of the med i cine, which is go ing to be the sub ject of the
next pub li ca tion.

A com par i son of valproic acid con cen tra tion val -
ues ob tained by the FPIA method and the GC-MS
method was con ducted on 41 sam ples col lected from
6 pa tients of the Tox i col ogy Clinic CM JU, Krakow.
Ac cord ing to per formed lin ear re gres sion anal y sis, it
was proved that there are no sta tis ti cally sig nif i cant
dif fer ences be tween the re sults ob tained by the FPIA
method and the ref er ence GC-MS method. The de -
pend ence of re sults of valproic acid con cen tra tions
were de scribed by a lin ear re gres sion equa tion, for
which stan dard er rors of equa tion co ef fi cients were es -
ti mated as fol lows: SD = 0.022 for the di rec tional co ef -
fi cient and SD = 4.606 for free ex pres sion. Val ues of
re gres sion co ef fi cients were con tained in the 95% con -
fi dence in ter val. The cor re la tion co ef fi cient of re sults
ob tained by the two meth ods was 0.9814. It can thus be 
stated that both meth ods of de ter mi na tion of valproic
acid are equiv a lent.

The T-Stu dent test for de pend ent sam ples showed
no sta tis ti cally sig nif i cant dif fer ence be tween mean
con cen tra tion val ues of VPA de ter mined by both
meth ods within a 95% con fi dence in ter val. (t40 = 1.49,
p = 0.1428). There fore it can not be said that mean
concentration val ues ob tained by FPIA dif fer from
mean re sults of con cen tra tions val ues de ter mined by the 
GC-MS method. No sta tis ti cally im por tant dif fer ence
was shown for stan dard de vi a tions for the two meth ods. 

The re sults of the con ducted re search show that the
dif fer ence be tween the con cen tra tion of valproic acid
de ter mined by FPIA and GC-MS does not de pend on
the con cen tra tion it self. This prob lem is il lus trated in
Fig ure 3.

Au thors of ear lier sci en tific pub li ca tions com pared
as says of valproic acid de ter mined by im mu no log i cal
meth ods with HPLC or GC as ref er ence meth ods.
Also, this re search showed no sig nif i cant dif fer ences
be tween the re sults of VPA as say ob tained by men -
tioned tech niques [5, 15, 17, 18, 20]. 

Val i dated FPIA and GC-MS meth ods were used
for de ter mi na tion of valproic acid in se rum of pa tients
poi soned by VPA prep a ra tions. Sam ples were col -
lected from six pa tients at ad mis sion to hos pi tal, then
twice dur ing the first and sec ond 24 hours in or der to
mon i tor the elim i na tion of the drug, and af ter that once
a day till subtherapeutic con cen tra tions were ob tained.

Ob tained re sults of VPA con cen tra tions at ad mis -
sion to hos pi tal for all six pa tients ex ceeded toxic
doses (> 150 µg/ml), and ranged be tween 197.2 and
718.5 mg/ml. Spiller et al. showed a cor re la tion be -
tween the de gree of in tox i ca tion and the con cen tra tion
of valproic acid. A clin i cal pic ture of valproic acid poi -
son ing with lim ited tox ic ity was pres ent for pa tients
with con cen tra tions of VPA lower than 450 mg/ml,
whereas con cen tra tions above 850 µg/ml were ac com -
pa nied by se ri ous life-threat en ing clin i cal symp toms,
such as coma, re spi ra tory in suf fi ciency or met a bolic
ac i do sis [19]. In the cases of le thal poi son ings, re -
ported con cen tra tions of valproic acid were within the
range of 520 mg/ml to 1970 mg/ml [17]. There was no
se ri ous threat to life in the six ana lysed pa tients and the 
de gree of poi son ing was clas si fied as light to heavy. 

Doses of valproic acid taken by ex am ined pa tients,
and af ter wards de ter mined on the ba sis of med i cal his -
tory in the range of 12 to 46 g, reached toxic dose val -
ues (from 19 to 45 g), at which stage, se vere poi son ing
symp toms were ob served. Valproic acid is, how ever,
a drug of rel a tively low tox ic ity and com plete re cov ery 
was de scribed af ter doses as high as 75 g [16]. 

Dur ing mon i tor ing of elim i na tion of valproic acid
from the or gan ism of poi soned pa tients, a pharmaco -
kinetic pro file typ i cal for a dualcompartment model
was ob served, and elim i na tion oc curred ac cord ing to
first-or der ki net ics. Mean val ues of bi o log i cal half-life 
(t1/2) and elim i na tion rate con stant (kel) cal cu lated from 
con cen tra tions of valproic acid ob tained by the FPIA
method were 22.9 ± 5.7 h and 0.032 ± 0.009 h–1 re spec -
tively and were con sis tent with ear lier anal y ses, ex cept 
one pa tient, whose t1/2 length ened to 57.6 h and kel was
0.012 h–1. The bi o log i cal half-life of valproic acid at
ther a peu tic doses was within the range of 8–21.5 h
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(mean 12.2 ± 3.7 h). As a re sult of over dos ing, it may
lengthen up to two or three times to a value of t1/2

above 30 h [21]. Past re search showed that t1/2 in
valproic acid in tox i ca tion ranged from 8.8 to 30.9 h
(mean 8.8 h) [23].

6. Sum mary

FPIA and elec tron ion is ation GC-MS meth ods may 
be used for rou tine anal y ses for de ter mi na tion of
valproic acid dur ing mon i tored ther apy as well as for
pa tients in tox i cated by valproic acid prep a ra tions. It
was also shown that re sults of VPA con cen tra tions in
se rum de ter mined by FPIA are not sta tis ti cally dif fer -
ent from the re sults ob tained by the ref er ence method
(GC-MS) which may in di cate that there is no cross re -
ac tiv ity of an ti bod ies dur ing FPIA anal y sis. 

Good cor re la tion be tween re sults ob tained by the
FPIA method and the GC-MS ref er ence method as
well as speed and sim plic ity of the anal y ses con firm
the use ful ness of the FPIA method for clin i cal pur -
poses.
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1. Ws têp

Kwas wal proi nowy (VPA, kwas 2- pro pyl owa ler iano -
wy, kwas 2-pro pyl ope ntan owy) jest roz ga³êzi onym kwa -
sem t³uszczo wym zna nym na ryn ku far mac euty cz nym od
roku 1967. Od bie¿¹cego roku zo sta³ on do puszc zony do
ob rotu we Fran cji jako lek prze ciwp ada czkowy pod naz -
w¹ De pak ine. W tym sa mym cza sie zac zêto rów nie¿
wyk orzystywaæ jego dzia³anie po praw iaj¹ce na strój u pa -
cjen tów cier pi¹cych na chor obê afekt ywn¹, a w roku
1995 amery kañska Agenc ja ds. Do puszc zania Le ków do
Sp rzeda ¿y (Fe der al Drug Ad min ist ration) za twierd zi³a
kwas wal proi nowy w le czen iu ma nii to war zysz¹cej cho -
rob ie dwu bieg uno wej. Za stos owa nie kwa su wal proi no -
we go stop niowo po szer za³o siê o inne scho rzen ia neu ro -
lo giczne i psy chiat ryczne, ta kie jak m.in. pro fil akty ka
i le czen ie bólu mi gren owe go, kon trola bólu neu rop aty -
cznego, za bur zenia za chow ania z na pad ami pa niki, za -
bur zenia za chow ania z agresj¹ i inne [12]. Do nies ienia
na ukowe ostatn ich lat wska zuj¹ na od kryc ie no wej w³aœ -
ciwoœci kwa su wal proi nowe go, ja kim jest dzia³anie prze -
ciwn owo two rowe i wy kor zyst anie go w le czen iu ze spo³u 
mie lod ysp lasty cznego (MDS) oraz ostrej bia³acz ki szpi -
kow ej (AML). Me chan izm tego dzia³ania wi¹¿e siê
praw dop odo bnie z za ham owa niem de acet yla cji hi ston ów 
przez kwas wal proi nowy i w efekc ie pro wad zi do ró ¿ni -
co wania i apop to zy komó rek z³oœli wy ch [8, 13]. 

Sze rok ie wy kor zyst anie pr epa ratów kwa su wal proi -
nowe go zwi êkszy³o czê stoœæ wys têpo wania pr zed awko -
wañ i ostrych zatruæ tym le kiem [9]. W 2006 roku Ame -
ry kañ skie Sto war zysz enie Kon troli Ostrych Zatruæ
(AAPCC) za not owa³o 8627 pr zyp adk ów za truc ia  prepa -
ratami kwa su wal proi nowe go, z cze go 1 przy pad ek za -
koñ czy³ siê zgo nem pa cjenta [7]. W Kli nice Tok syko-
lo gii CM UJ w Kra kow ie w la tach 2002–2003 ho spit ali -
zow ano oraz pr zyjê to am bul ato ryj nie 50 pa cje ntów,
 wœród kt óry ch nie ob serw owa no pr zypa dków za koñ czo -
nych zgo nem pa cjenta [23]. Ró wnie¿ w Zak³adzie Me -
dyc yny S¹do wej nie za not owa no zg onów po za truc iu
kwa sem wal proi nowym, jak kolw iek w za truc iu  wielo -
lekowym stwier dzono jego obecno œæ w kil ku  przypad -
kach (sta tys tyki Zak³adu Me dyc yny S¹dowej).

Po mimo, ¿e kwas wal proi nowy nal e¿y do lek ów o nis-
 kiej tok sycz noœci, pod czas prze wlek³ej te rap ii mog¹ po -
jaw iæ siê na sil one dzia³ania ni epo¿¹dane, w tym przy rost
masy cia³a, torb ielowoœæ jajn ików, dr¿e nia, œpi¹czka, za -
pal enie trzust ki i uszkod zenie w¹tro by. U nie mowl¹t

i ma³ych dzie ci ob jawy ni epo¿¹dane s¹ cz êst sze i  groŸ -
niejsze, sz cze gólnie pod czas po lit era pii z in nymi le kami
prze ciwp ada czkow ymi. W tej gru pie wie kow ej  obser wu -
je my do datk owo dzia³anie te rat oge nne leku [6, 11, 13, 21] . 

Jak wy nika z da nych za wart ych w li ter atu rze przed -
miotu oraz z badañ w³asnych, prze bieg za truc ia pre par a -
ta mi kwa su wal proi nowe go ma w wiê kszo œci przy pad-
ków cha rakt er ³agodny, rzad ko zda rzaj¹ siê ciê ¿kie prze -
daw kow ania z ob jaw ami za gra ¿aj¹cymi ¿y ciu pa cjenta.
Na jczês tsze ob jawy do tycz¹ dzia³ania de pres yjne go na
OUN, pocz¹wszy od spl¹ta nia, dez orient acji i sen noœci,
a w mia rê wzro stu stê¿ enia kwa su wal proi nowe go roz -
wij aj¹c siê  w za bur zenia œw iad omoœ ci oraz œpi¹czkê
z nie wydo lno œci¹ od dec how¹. Wœ ród in nych ob jawów
za gra¿aj¹cych zdro wiu i ¿yciu pa cjenta na le¿y wy mieniæ
hi peram onemiê, kw asicê me tab oli czn¹, spa dek ciœ nienia
têt niczego krwi, tac hykardiê, dep resjê szpi ku kost nego
i obrzêk p³uc [6, 21]. 

Za truc ia pre par ata mi kwa su wal proi nowe go  wyma -
ga j¹ za stos owa nia szyb kiej i wia ryg odnej me tody anal i -
ty cznej po zwal aj¹cej oz nacz yæ st ê¿en ie kwa su wal pro-
inow ego w su row icy pa cjenta, ok reœliæ st opieñ to ksycz -
noœci, jak ró wnie¿ mo nitor owaæ el imina cjê leku z  orga -
nizmu. Zm ien noœæ far mak oki net yki kwa su wal proino-
wego oraz licz ne in ter akcje far mak oki net ycz ne  wymu -
szaj¹ ró wni e¿ pro wad zenie te rap ii z kon trol¹ stê ¿enia
leku we krwi. 

Pre fer owa nymi z uwagi na szyb koœæ i pros totê me -
tod ami anal ity cznymi sto sow any mi do oznac zania stê¿e -
nia kwa su wal proi nowe go w su row icy po zos taj¹ me tody
im mun olo gic zne (me toda im mun ofl uore scen cji w œw iet -
le spo lar yzo wan ym FPIA oraz me toda im mun oen zym a -
ty czna EMIT), jed nak ist nien ie rea ktyw noœci krz y¿ow ej
pod czas ozn aczeñ tymi me tod ami sta wia przed anal ity -
kiem wymóg za stos owa nia me tod re fer ency jnych. Jako
me tody od nies ienia dla oz nacz eñ st ê¿eñ kwa su wal proi -
nowe go me tod ami im mun olo gic znymi oprac owa no pro -
ced ury anal ity czne z wy kor zyst aniem tech nik chro ma -
to graf iczny ch: chro mat ogr afii ga zow ej z de tekt orem p³o -
mien iowo-jo niz acy jnym (FID), wy sok osp rawnej chro -
mat ogr afii cie czow ej, chro mat ogr afii ga zow ej sp rzê ¿o-
nej ze spek trom etri¹ mas (GC-MS) oraz chro mat ogr afii
cie czow ej spr zê¿o nej ze spek trom etri¹ mas (LC-MS) [6].
W wiêk szoœ ci opra cowañ me tod yczny ch oznac zania
kwa su wal proi nowe go za stos owa no ch roma tog raf iê ga -
zow¹ sp rzê¿on¹ ze spek trom etri¹ mas, w któr ej  wyko -
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rzystane s¹ ró ¿ne tech niki jo niz acji po wc zeœ nie jszej de -
ry wat yza cji [1, 3, 10, 14, 22]. 

Ce lem ni niejs zej pra cy by³o por ównanie me tod
oznac zania kwa su wal proi nowe go we krwi i ocena ich
przy datnoœci do celów dia gnos tyki pac jent ów za trut ych
pre par ata mi VPA oraz do mo nit oro wan ia te rap ii prze -
ciwp ada czkow ej. 

2. Opis przy padk ów

Ba dan ia obejm owa³y szeœc iu pacje ntów, którzy zo -
stali pr zyjê ci do Kli niki Tok syk olo gii CM UJ w Kra kow ie
z po dejr zeni em za truc ia pre par ata mi De pak ine Chro no
lub Convu lex. Trzech pacjentów przyjê³o pre par aty kwa -
su wal proi nowe go w po³¹cze niu z in nymi le kami z gru py
lek ów psy chot ropo wych. Przedaw kow ane leki w  wiêk -
szoœci przypad ków nale¿a³y do pacjent ów, którzy byli
nimi le czeni z po wodu pa daczki lub za burzeñ na stroju.
Wszy scy ba dani pa cjenci pr zyjêli leki w ce lach  samo -
bójczych.

Stan kli niczny pac jentów na pod staw ie ska li PSS
(ang. po ison seve rity sco re) zo sta³ ocen iony jako za truc ie
stop nia lek kiego, œre dnie go lub ciê ¿kie go. Za stos owa ne
le czen ie ob jaw owe do prow adzi³o do po prawy sta nu
 ogól nego pac jentów, któ rych w sta nie do brym wy pis ano
do domu lub skie row ano do dal szego le czen ia psy chiat -
ryczne go. Szc zegó³owe in form acje o pa cjent ach, sp o¿ y -
tych le kach, ob jaw ach za truc ia i wd ro¿o nym le czen iu
ze brano w ta beli I.

3. Ma ter ia³y i me tody

3.1. Ma ter ia³ bio log iczny

Ma ter ia³ bio log iczny sta nowi³y: krew po brana od  szeœ-
ciu pa cjen tów w cza sie 1., 2., 3. i 4. doby ho spit ali zac ji
w Kli nice Tok syk olo gii CM UJ oraz su row ica kon trol na
do oprac owa nia i wa lid acji me tody anal ity cznej otrzym a -
na z Wojewó dzk iej Sta cji Krwio daws twa w Kra kow ie.

3.2. Wzor ce i od czynn iki che miczne

Kwas wal proi nowy zo sta³ za kup iony w fir mie
SIGMA (Poz nañ, Pol ska), a deu ter owa ny stan dard wew -
n êtrzny (IS) VPA-d4 (2-(pro pyl-1,1-d2)pen tan oic-3,3-d2

acid) po chod zi³ z CDN Isot ope Inc. (Qu eb ec, Ka nada).
Od czynn ik do de ryw aty zac ji BSTFA z 1% TMCS (bis-
tri met ylo sil ilo tri flu oroa ceta mid z tri met ylo chl orosi lan em)
oraz pir ydy nê zam ówi ono w fir mie SIGMA (Poz nañ,
Pol ska). Po zos ta³e od czynn iki: me tan ol, octan etylu,  roz -
twór bu for owy (pH = 3) o cz yst oœci anal ity cznej zo sta³y
za kup ione w fir mie POCH (Gli wice, Pol ska). Wodê de -

styl owan¹ sta nowi³a aqua pro in ject ione fir my B. Braun
(Mel sung en, Niem cy).

3.3. Pro ced ury anal ity czne 

3.3.1. Me toda im mun ofl uore scen cji w œwi etle 
spo lar yzo wan ym (FPIA)

Oznac zenia stê¿e nia kwa su wal proi nowe go w  suro -
wicy me tod¹ FPIA wy kon ywa no anal iza tor em Axsym
Sys tem (Ab bott La bor ato ries, Dia gnos tic Divi sion, Ab -
bott Park, Sta ny Zjed noc zone) z wer sj¹  oprogramowa -
nia 5.20. Od czynn iki ko nieczne do wy kon ania anal izy
za kup iono w fir mie Ab bott La bor ato ries. Od czynn ik 1
za wiera³ prze ciwc ia³a prze ciwko kwa sowi wal proi nowe -
mu w bu for ze fos for ano wym, od czynn ik 2 to kwas wal -
proi nowy zna kow any flu ores cein¹ w bu for ze TRIS.

Krzyw¹ ka lib racy jn¹ wy kon ano w oparc iu o szeœæ kali-
brato rów w stê¿e niach: 0, 12,5, 25, 50, 100 i 150 mg/ml.
Roz twory kon trol ne w stê ¿eni ach: 37,5, 72,5, 124,5 mg/ml
pos³u¿y³y do spraw dzen ia popra wnoœ ci me tody. 

Pa ram etry wa lid acy jne zo sta³y oprac owa ne i za miesz -
czo ne w ulotce do od czynn ika Val proic Acid As say przez 
firmê Ab bott La bor ato ries [4]. Wed³ug tej in strukc ji wy -
znac zona czu³oœæ me tody wy nosi³a 0,7 mg/ml. Czu³oœæ ta
od pow iada na jni ¿sze mu mie rzaln emu stê ¿eniu, ja kie mo -
¿e byæ od ró¿nione od wa rtoœci ze row ej z 95% prze -
dzia³em ufno œci. 

Me toda by³a li niowa w za kres ie od 0 do 150 mg/ml.
Wspó³czyn nik wa rianc ji po miêdzy dnia mi dla stê¿ eñ roz -
t worów kon trol ny ch: 37,5, 72,5 i 124,5 mg/ml wy nosi³
od pow iednio: 3,4%, 4,1% i 3,5%.

Spec yficznoœæ te stu kwa su wal proi nowe go okr eœlo no 
dla kwa su 3-ke tow alpr oino wego, g³ów nego me tab oli tu
kwa su wal proi nowe go. Przy stê ¿eniu me tab oli tu  odpo -
wia daj¹cemu wy sok im po ziom om kwa su wal proi nowe -
go w osoc zu u cho rych na pad aczkê (16 µg/ml), kwas
3-ke tow alpr oino wy wy kaz ywa³ re akt ywn oœæ kr zy¿ ow¹
po ni¿ ej 10% za rów no przy dol nej (50 mg/ml), jak i gór nej 
(100 mg/ml) gra nicy za kresu te rap euty cznego kwa su wal -
proi nowe go. Po zos ta³e me tab oli ty kwa su wal proi nowe go 
(kwas 3-hy droks ywa lpro inowy, kwas 4-hy droks ywa l -
pro inowy, kwas 4-en-wal proi nowy, 2-pro pyl ogl utar an,
kwas 5-hy droks ywa lpro inowy), prze bad ane w  stê¿e niach
od pow iadaj¹cych ich wy sok im po ziom om w  oso czu cho -
rych na pad aczkê, wy kaz ywa³y b³¹d od czytu kwa su wal -
proi nowe go pon i¿ej pro gu czu³oœci me tody. 

3.3.2. Me toda chro mat ogr afii ga zow ej sp rzê ¿onej 
ze spek trom etri¹ mas (GC-MS)

3.3.2.1. Roz twory stan dard owe i kon trol ne

Ro ztwór pod staw owy kwa su wal proi nowe go oraz
deu ter owa nego stan dardu wewn êtrz nego (IS) VPA-d4

w stê¿ enia ch 1 mg/ml sporz¹dzo no przez rozcieñczenie
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me tan olem ro ztw orów wzor cow ych od pow iednio kwa su
wal proi nowe go oraz VPA-d4. Roz twory ro boc ze kwa su
wal proi nowe go przy got owa no przez ko lejne  rozcieñ cze -
nie wod¹ de styl owan¹ roz tworu pod staw owe go do war -
toœci 10 mg/ml i 100 mg/ml. Roz twór pod staw owy VPA-d4

roz cieñ cza no na tom iast wod¹ de styl owan¹ do st ê¿en ia
5 mg/ml roz tworu ro boc zego. Roz twory pod staw owe
kwa su wal proi nowe go oraz jego deu ter owa nego stan -
dardu wewn êtrz nego prze chow ywa no w +4oC. Roz twory 
ro boc ze by³y przy got owy wane co dzienn ie  œwie¿e.

Roz twory stan dard owe sporz¹dza no przez  wzboga -
ce nie ma ter ia³u kon trol ne go (su row icy bez do dat ków ob -
cych sub stanc ji) anal item w gra nic ach stê ¿eñ od 5 do
150 mg/ml. W po dobny sp osób przy got owy wano próby
kon trol ne o stê ¿eni ach dla ni skich wa rtoœci – 20 mg/ml
oraz dla wy sok ich – 75 mg/ml.

3.3.2.2. Przy got owa nie prób do ozna czeñ

Do 2 ml prob ówek Eppen dorfa po bier ano 100 ml su -
row icy (próby stan dard owe, kon trole i ba dane), kt óre
roz c ieñ cza no 10-krot nie wod¹ de styl owan¹. Z tak przy -
got owa nych rozc ieñ czeñ po bier ano 100 ml roz tworu, któ -
re wzbo gac ano do datk iem 100 ml stan dardu wewnêtrz -
nego – deu ter owa nego kwa su wal proi nowe go w stê ¿eniu
5 mg/ml. Próby za kwas zano bu for em cy tryn iano wym
o pH = 3 w il oœci 500 ml, a nastêp nie eks trah owa no 500 ml 
octa nu etylu przez 15 mi nut w tem per atu rze po koj owej.
Po 6-mi nut owym od wir owa niu, roz puszc zalnik  orga -
nicz ny prze nos zono do czy st ych probówek i od par owy -
wano w stru mien iu azotu. 

Do su chej po zos ta³oœci do daw ano 30 ml mie szan iny
de ryw aty zuj¹cej o sk³adzie 1:1 BSTFA oraz pi ryd yny
i po dok³ad nym zmie szan iu próby ter mos tato wano
w tem per atu rze ok. 70oC przez 20 mi nut.

3.3.2.3. Apar atu ra

Za stos owa no chro mat ogr af ga zowy TRACE (Ther -
mo Elekt ron, Sta ny Zjed noc zone), który sprz ê¿o no
z spek trom etr em mas Po lar is Q (Ther mo Elekt ron, Sta ny
Zjed noc zone) wypo sa¿ onym w anal iza tor mas typu kwa -
drup olo wej pu³apki jo now ej z jo niz acj¹ elekt ronow¹.

3.3.2.4. Roz dzia³ chro mat ogr afic zny

Roz dzia³ chro mat ogr afic zny pro wad zono na  kolum -
nie ka pil arnej fac torF OUR, 30 m ´ 0,25 mm I.D., gru -
boœæ fil mu 0,25 mm (Va rian, Sta ny Zjed noc zone). Jako
gaz noœny za stos owa no hel przy sta³ym przep³ywie
1,5 ml/min.

Te mpe rat urê in jekt ora ustal ono na 260oC. Pro gram
tem per atu rowy ko lumny roz poczêto przy 50oC, nastêp -
nie tem peraturê zwi êkszano z szy bkoœci¹ 40oC/mi nutê,
aby osi¹gn¹æ te mperaturê 300oC utrzym ywan¹ przez ko -
lejne 2 mi nuty. Na ko lum nê chro mat ogr afic zn¹  nastrzy -
kiwano 1 ml próby po de ryw aty zac ji.

3.3.2.5. Pa ram etry de tekc ji

Spek trom etr mas pra cowa³ przy energ ii elekt rono wej
70 eV, tem per atu rze Ÿród³a jon ów 230oC i tem per atu rze
li nii trans fer owej 280oC. Zbie ran ie jonów mo lek ula rnych 
pro wad zono w opcji ska now ania pe³nego wid ma  maso -
we go m/z 50–350 dla obu zwi¹zków, z wy kor zyst aniem
oprog ramo wan ia Xca lib ur. 

3.3.2.6. Krzy wa ka lib racy jna i anal iza iloœ cio wa

Ana lizê ilo œciow¹ prze prow adz ono w oparc iu o krzy -
w¹ ka lib racy jn¹ sporz¹dzon¹ przez wzbo gac enie  ma -
teria³u kon trol ne go, tj. su row icy z do datk iem kwa su wal -
pro inow ego w stê ¿eniu 5, 10, 25, 50, 100, 150 µg/ml
i deu ter owa nego stan dardu wewn êtrz nego (IS) VPA-d4

w stê¿ eniu 5 µg/ml. Ka¿d¹ próbê wzor cow¹ anal izo wano
trzy krotn ie. Wy kor zyst uj¹c sto sun ek pola po wierzchni
pod pi kiem kwa su wal proi nowe go do pola po wierzchni
IS wz glêdem st ê¿enia anal itu, sporz¹dza no krzyw¹  kali -
bracyjn¹. Do wy znac zenia krzy wej ka lib racy jnej  zasto -
so wano me todê naj mniejs zych kwa dratów ob lic zaj¹c¹
wspó³czyn niki re gres ji li niow ej – wspó³czyn nik prze -
suniêcia i wspó³czyn nik na chyl enia. Li niow oœæ  okreœ -
laj¹ca zd olno œæ me tody do uzys kiwa nia wyni ków po -
mia ru anal ity cznego wprost pro porc jona lnych do stê -
¿enia sub stanc ji oznac zanej w próbie wyra¿ ono równa -
niem krzy wej re gres ji (y = ax + b) i wspó³czyn nik iem
ko rel acji r.

3.3.2.7. Wa lid acja me tody

Sel ekty wn oœæ me tody ba dano, wpro wad zaj¹c na  ko -
lumnê chro mat ogr afic zn¹ eks trakty piê ciu ró¿ nych prób
su row icy. Gr ani cê wy kry wal noœci (LOD) me tody, sta -
nowi¹c¹ naj mniejs ze stê ¿enie ba dan ej pr óbki, kt óre mo¿e 
byæ wy kryte, ale nie kon iecznie oznac zone z wy mag an¹
dok³ad noœ ci¹, ob lic zono ze sto sunku sy gna³u anal itu do
szu mu (wy lic zone go z pola po wierzchni piku), kt óry sza -
cow ano ³ 3/1. Gra nicê ozn acz aln oœci (LOQ) me tody sta -
nowi¹c¹ naj mniejs ze stê ¿enie oznac zane go sk³ad nika, któ - 
re mo ¿na zm ier zyæ z za daw alaj¹c¹ pre cyzj¹ (RSD < 15%) 
i dok³adn oœci¹ (% b³êdu < 15%), wyr a¿o no sto sunk iem
sy gna³u anal ity cznego do am plit udy sz umów wy nosz¹ -
cym ³ 10/1. W celu wy znac zenia po wy¿s zych pa rame -
trów wa lid acy jnych pod dano anal izie 5 prób su row icy
kon trol nej.

Wewn¹trz- i zewn¹trz grup ow¹ pre cyzjê oraz dok³ad -
n oœæ wy znac zono przez analizê prób o ni skim i wy sok im
st ê¿e niu anal itu, po wtar zany ch pi êcio krot nie tego sa me -
go dnia przez trzy ko lejne dni. Z otrzym any ch wyników
wy znac zono wa rtoœ ci œr ednie, od chyl enia stan dard owe,
wzgl êdne od chyl enia stan dard owe (RSD) i obci¹¿enie
(Bias). Prec yzjê me tody wy ra¿ aj¹c¹ st opi eñ zg odn oœci
po miê dzy po jed yncz ymi wy nik ami anal izy,  powtarza -
nymi wie lok rotnie, okr eœl ono za po moc¹ wz glêdnego
 odchylenia stan dard owe go wyra ¿one go w pro cent ach
(% RSD). RSD ob lic zono, dziel¹c od chyl enie  standardo -
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we przez œrednie stê¿enie ob lic zone z krzy wej ka lib racy j -
nej. Dok³ad noœæ ok reœ laj¹c¹ zg odn oœæ mi êdzy wa rto œci¹
rze czyw ist¹ a war toœci¹ bêd¹c¹ wy nik iem anal izy, przed -
staw iono jako warto œæ obci¹¿enia me tody sum¹ b³êdów
sys tem aty cznych (% obci¹¿en ia). Obci¹¿en ie ob lic zono,
dziel¹c ró¿nicê pomiêdzy œrednim stê¿eniem ob lic zonym 
a st ê¿e niem od nies ienia przez œrednie stê¿enie ba dane. 

Od zysk lub wy dajnoœæ eks trakc ji (%) okr eœlaj¹c¹
 zdol noœæ do wy izol owa nia ba dan ego zwi¹zku z pr óby
bio log icznej przy za stos owa nej pro ced urze eks trakc ji
wy znac zono przy dw óch st ê¿en iach prób kon trol ny ch dla 
piê ciu pow tórz eñ. Wzg lêdn¹ wyd ajno œæ eks trakc ji  osza -
co wano przez do dan ie roz tworu ro boc zego stan dardu
wewn êtrz nego IS do pierw szej se rii prób su row icy przed
eks trakcj¹ oraz do ko lejn ej se rii po eks trakc ji, ale przed
od par owa niem. Po rów nuj¹c sto sun ek sy gna³u ba dan ego
zwi¹zku w pierw szej se rii do sy gna³u z dru giej se rii, wy -
znac zono wz glêd ny pro cent od zys ku anal itu. Ocen iono
równ ie¿ ca³ko wity od zysk, po równuj¹c sy gna³ anal itu
otrzym any z prób me tan olo wych ro ztw orów wzorca.

3.4. Anal iza sta tys tyczna

Do obl icz eñ sta tys tyczny ch za stos owa no me todê ana -
l izy re gres ji li niow ej oraz test t-Stu denta dla prób  za -
le¿nych przy wy kor zyst aniu pro gramu Sta tis tica 6.1.
Wy niki st ê¿eñ VPA wy ra¿ ono œr edn im st ê¿e niem, od -
chy le niem stan dard owym, a zale ¿noœæ wyni ków stê¿ eñ
VPA pomi êdzy me tod ami, opis ano równ ani em re gres ji
li niow ej.

3.5. Ob lic zenia tok syk oki net ycz ne

Bio log iczny okres pó³trwa nia (t1/2) oraz sta³¹ elim ina -
cji (kel) wy lic zono z ko ñco wych pu nkt ów krzy wych za le -
¿noœci stê¿ enie-czas, wy kor zyst uj¹c pro gram do obli -
czeñ far mak oki net ycz nych (Spli ne Pro gram for Phar -
mac oki net ic Mo ment Anal ysis, Du Pont Phar mac euti cals; 
Ne wark, Sta ny Zjed noc zone).

4. Wy niki

Wstê pna faza badañ po lega³a na oprac owa niu czu³ej
i se lekt ywnej me tody il oœc iowego oznac zenia kwa su
wal pro inow ego i wy znac zeniu jej pa rame trów wa lid acy j -
nych.

4.1. Wa lid acja me tody oznac zania kwa su 
wal proi nowe go w su row icy tech nik¹ GC-MS

Id ent yfi kacjê oznac zane go anal itu prze prow adz ono
na pod staw ie cza su re tenc ji uzys kane go z roz dzia³u chro -
mat ogr afic znego oraz wy bran ych jo nów wid ma  maso -
wego dla kwa su wal proi nowe go (jony o m/z = 129, 145,

201). Czas re tenc ji kwa su wal proi nowe go i jego deu te-
ro wan ego anal ogu wy nosi³ 3,98 mi nuty (ry cina 1).  Pod -
sta wê anal izy iloœ cio wej sta nowi³y jony o m/z = 201 dla
kwa su wal proi nowe go oraz m/z = 205 dla deu ter owa nej
po chodn ej kwa su wal proi nowe go VPA-d4.

Ba daj¹c se lektywnoœæ me tody, nie za obs erwo wano
in terf ere ncji ¿a dnych sub stanc ji en dog enny ch za wart ych
w su row icy z oznac zany mi zwi¹zka mi. Krzy wa ka lib -
racy jna zba dana na sze œciu punk tach po miar owy ch w piê -
ciu po wtór zen iach wy kaz ywa³a li nio woœæ w za kres ie st ê -
¿eñ 5–150 mg/ml. Wspó³czyn nik ko rel acji otrzym anej
krzy wej ka lib racy jnej r wy nosi³ 0,9959. W opis any ch
wa runk ach anal ity cznych gra nica wyk ryw alnoœci (LOD)
wy nosi³a 2,6 mg/ml, a gr ani cê oz nac zalnoœci (LOQ) osza -
c owa no na 5 µg/ml.

Precy zjê me tody ocen iano przy dwóch stê¿ enia ch
(10 mg/ml i 100 mg/ml) powt órzo nych piêc iokr otnie tego
sa mego dnia przez 3 ko lejne dni. Wz glêd ne od chyl enia
stan dard owe dla powt órzeñ oznac zenia kwa su  walpro -
inowego tego sa mego dnia wy nosi³y od pow iednio: dla
 stê ¿enia 10 mg/ml – 2,6–9,4%; dla st ê¿e nia 100 mg/ml –
7,9–9,4%, na tom iast po miê dzy dnia mi wy nosi³y: dla stê -
¿enia 10 mg/ml – 11,9%; dla st ê¿e nia 100 mg/ml – 1,8%.
Dok³ad noœæ ocen iona dla stê¿ eñ prób kon trol ny ch
(20 mg/ml i 75 mg/ml) waha³a siê w gra nic ach od 5,8% do
2,9%. 

Wyd ajn oœæ eks trakc ji oszac owa no przy dwóch stê¿e -
nia ch prób kon trol ny ch (20 mg/ml i 75 mg/ml) w piê ciu
pow tórz en iach. Wzg lêdny od zysk me tody waha³ siê od
92,2 do 97,8%, a ca³ko wity od zysk wy nosi³ oko³o 81%.

4.2. Po rów nanie me tod anal ity cznych oznac zania
stê¿e nia kwa su wal proi nowe go – anal iza 
sta tys tyczna

Oprac owa na i zwa lid owa na me toda GC-MS z jo niz a -
cj¹ elekt ronow¹ oraz me toda FPIA zo sta³y za stos owa ne
do oz nacz eñ st ê¿en ia VPA w su row icy sz eœc iu pa cje ntów 
za trut ych pre par ata mi kwa su wal proi nowe go, le czon ych
w Kli nice Tok syk olo gii Col leg ium Me dic um UJ w Kra -
kow ie. Ma ter ia³ do ba dañ po bier ano kil kak rotnie pod czas 
ho spit ali zac ji w celu mo nit oro wan ia elim ina cji leku z or -
gan izmu. 

Œred nie stê ¿enia kwa su wal proi nowe go (+/–SD)
 obliczone z 41 prób wy znac zony ch me tod ami FPIA
i GC-MS wy nosi³y od pow iednio 150,6 mg/ml (+/–139,6)
i 155,0 mg/ml (+/–135,8). 

Za le¿ noœæ wy nik ów st ê¿eñ kwa su wal proi nowe go
w su row icy uzys kany ch me tod¹ FPIA wz glêdem me tody
GC-MS opis ano równ ani em re gres ji li niow ej:
CVPA/FPIA = 1,02 ´ CVPA/GC-MS  – 7,30, a wspó³-
 czyn nik ko rel acji wy nosi³ 0,9814. Za le¿ noœæ tê przed -
staw ia ry cina 2.

W prze prow adz onych ba dan iach zwi¹zek po miê dzy
st ê¿e niem kwa su wal proi nowe go wy znac zonym me tod¹
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FPIA a GC-MS i wz glêdnymi ró ¿nicami st ê¿eñ kwa su
wal proi nowe go uzys kany mi me tod¹ FPIA i GC-MS
przed staw iono na ry cin ie 3.

4.3. Wy niki oz nac zeñ kwa su wal proi nowe go 
we krwi me tod¹ FPIA i GC-MS

Pod czas ho spit ali zac ji pa cjen tów w Kli nice Tok syk o -
lo gii CM UJ wy kon ywa no oznac zenia kwa su  walpro -
inowego me tod¹ FPIA na bie¿¹co po ka ¿dym po bran iu
krwi. Po zos ta³y ma ter ia³ za bezp iecz ano do wy kon ania
oz nac zeñ VPA me tod¹ GC-MS w Zak³adzie Me dyc yny
S¹do wej CM UJ. Wy niki oz nac zeñ kwa su wal proi nowe -
go przed staw iono na ry cin ie 4. Dla cza su prz yjêcia daw ki 
tok syczn ej (t = 0) za³o¿o no stê ¿enie 50 mg/ml (dol ny za -
kres st ê¿enia te rap euty cznego VPA), kt óre wska zuje na
te rap euty czne przyj mow anie prepa rat ów kwa su  walpro -
inowego przez wszyst kich pacjen tów przed za truc iem.

4.4. Pa ram etry tok syk oki net ycz ne

Wy niki st ê¿eñ kwa su wal proi nowe go w su row icy po -
bran ej w ró ¿nym cza sie od chwi li przy jêcia do szpi tala
wy kor zyst ano do ob lic zeñ wy bran ych pa rame trów tok -
syk oki net ycz nych, tj. bio log iczne go okresu pó³trwa nia
(t1/2) oraz sta³ej elim ina cji (kel). Bio log iczny okres pó³-
 trwa nia oraz sta³a elim ina cji kwa su wal proi nowe go, ob -
lic zone u pi êciu za trut ych pa cjen tów, waha³y siê  odpo-
 wied nio w za kres ie od 16,2 do 28,1 h (œr ednio 22,9 +/–5,7)
oraz od 0,043 do 0,024 h–1 (œr ednio 0,032 +/–0,009).
U jed nego pa cjenta ob lic zone wa rto œci t1/2 (kel) wy nosi³y
57,6 h (0,012 h–1). Zmia ny stê¿ enia kwa su wal proi nowe -
go w cza sie elim ina cji w ba dan ej gru pie pac jentów przed-
sta wiono na wy kres ach (ry cina 4). 

5. Dys kus ja wyn ików

Znacz ne zró¿n icowanie far mak oki net yki kwa su wal -
proi nowe go zal e¿ne od wie ku i od to war zysz¹cej te rap ii
prze ciwp ada czkow ej uzas adnia celo woœæ  monitorowa -
nia st ê¿e nia leku dla ce lów te rap euty cznych [2]. In dyw i -
du ali zacja daw kow ania oparta o te rap euty czne mo ni t oro- 
wa nie leku po praw ia sk utec znoœæ i be zpie czeñstwo te -
rap ii far mak olo gic znej, jed nak licz ne in ter akcje far mak o -
ki net ycz ne, to war zysz¹ce scho rzen ia psy chiat ryczne,
uci¹¿ liw oœæ i nie rzadko nie skute cznoœæ te rap ii przy po -
pul arnym le czen iu pre par ata mi kwa su wal proi nowe go,
pro wadz¹ do co raz cz êstszych pr zedawkowañ. Zm ien -
noœæ ki net yki kwa su wal proi nowe go w za truc iach za -
le¿na od far mak oki net yki przy daw kach te rap euty cznych 
wy mus za ko nie cznoœæ mo nit oro wan ia elim ina cji leku
z or gan izmu. Dla tego tak wa¿ ne i ko nieczne jest opra co-
wa nie czu³ej i spe cyf icznej me tody oznac zania kwa su
wal proi nowe go w su row icy w celu be zpi ecz eñstwa te -

rap ii prze ciwp ada czkow ej i zwiê ksze nia skut eczn oœci le -
cze nia ostrych zatruæ kwa sem walproinowym.

Osoby za trudn ione w Pra cown ia Tok syk olo gii Anal i -
ty cznej i Te rap ii Mo nit oro wan ej CM UJ, dia gnoz uj¹c
pac jent ów za trut ych pre par ata mi kwa su wal proi nowe go,
wy kor zyst uj¹ do oz nac zeñ st ê¿e nia VPA we krwi me todê 
im mun olo gic zn¹ FPIA. Niew¹tpliw¹ za let¹ tej me tody
jest sz ybk oœæ oznac zenia ba dan ej sub stanc ji bezp oœr ed -
nio w ma ter iale bio log icznym, co po zwala w kr ótkim
cza sie pos tawiæ roz poz nanie i wdr o¿yæ od pow iednie le -
czen ie. Sz ybko œæ i pro stota ozn aczeñ VPA me tod¹ im -
mun olo gic zn¹ de cyd uje za tem o pr zydatnoœci tech niki
FPIA do celów kli niczn ych. Me toda FPIA nie na le¿y jed -
nak do spe cyf iczny ch me tod anal ity cznych, dla tego te¿
sub stanc je o po dobn ej struk tur ze che miczn ej do oznac za -
ne go zwi¹zku, jak np. me tab oli ty, mog¹ wy kaz ywaæ re -
akt ywn oœæ kr zy¿ ow¹. Pro duc ent sto sow ane go te stu gwa -
ran tuje spe cyfi czn oœæ ozn aczeñ VPA dla war toœci stê ¿eñ
znaj duj¹cych siê w za kres ie st ê¿eñ te rap euty cznych od
50 mg/ml do 120 mg/ml. Do tychc zaso we dane za warte
w piœ mie nnictwie nie do starc zaj¹ in form acji do tycz¹cych 
re aktywnoœci kr zy¿owej me tabolitów kwa su wal proi no -
we go w za truc iu ostrym. 

W pre zent owa nej pra cy pod jêto pró bê oceny za stos o -
wa nia me tody FPIA do oznac zania stê¿eñ tok syczn ych
kwa su wal proi nowe go w od nies ieniu do me tody  refe -
rencyjnej. Oprac owa na me toda re fer ency jna oznac zania
stê¿e nia kwa su wal proi nowe go w su row icy  wykorzys -
tuje te chn ikê GC-MS z za stos owa niem deu ter owa nego
anal ogu jako wzor ca wewn êtrznego. Prze prow adz ona
wa li d acja me tody GC-MS oznac zania VPA wska zuje na
jej spec yfi cznoœæ, czu³oœæ, powt arz alnoœæ i za kres li nio -
woœci na po ziom ie pr zyda tnoœci do ru tyn owy ch  ozna czeñ
kwa su wal proi nowe go w za kres ie jego st ê¿eñ te ra p eu-
tycz nych. Ogran icz enie linio woœ ci me tody do 150 mg/ml
wi¹zano z prze³ad ow ani em pu³apki jo now ej przy  wy¿ -
szych wa rto œciach st ê¿eñ, dla tego ba dane pr óby po cho -
dz¹ce od pa cjentów za trut ych by³y ro zcie ñczane wod¹
de styl owan¹, a wy nik by³ mn o¿ony przez od pow iedni
wspó³czyn nik rozc ieñczenia. 

Me toda GC-MS ce chuj¹ca siê wy sok¹ sp ecyficz noœ -
ci¹ po zwala z na jwiê ksz¹ wi aryg odnoœci¹ oz nacz aæ st ê -
¿enie kwa su wal proi nowe go i jego met abol itów. Mo¿e
byæ za tem wy kor zyst ana w ba dan iu pro filu me tab oli cz -
nego leku, co au tor zy za mier zaj¹ wy kazaæ w ko lejn ej pu -
blik acji.

Po równanie wy ników st ê¿eñ kwa su wal proi nowe go
wy kon any ch me tod¹ FPIA oraz me tod¹ GC-MS prze -
prow adz ono na 41 prób ach krwi po bran ych od 6 pa cjen -
tów Kli niki Tok syk olo gii CM UJ w Kra kow ie. Zgod nie
z prze prow adz on¹ anal iz¹ re gres ji li niow ej, nie wy kaz a -
no ró ¿nic istotn ych sta tys tycznie pom iêd zy wy nik ami
 stê ¿eñ VPA otrzym any ch me tod¹ FPIA i re fer ency jn¹
me tod¹ GC-MS. Za le¿noœæ wy ników st ê¿eñ kwa su wal -
proi nowe go opis ano równ ani em re gres ji, dla kt órego b³ê - 
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dy stan dard owe wspó³czyn ników równ ania oszac owa no
nastê puj¹co: SD = 0,022 dla wspó³czyn nika kie runk owe -
go i SD = 4,606 dla wy razu wol nego. War toœ ci  wspó³ -
czyn nik ów re gres ji mi eœci³y siê w 95% prze dziale uf noœ -
ci. Wspó³czyn nik ko rel acji wy nik ów uzys kany ch po rów -
nyw anymi me tod ami wy nosi³ 0,9814. Mo ¿na za tem
st wierdziæ, ¿e obie me tody po miaru st ê¿en ia kwa su wal -
proi nowe go s¹ so bie ró wnowa¿ne.

Test t-Stu denta dla prób zal e¿ny ch nie wy kaza³ istot -
n ej sta tys tycznie ró¿ nicy pom iêd zy œre dni mi stê ¿en iami
VPA oznac zony mi dwo ma me tod ami przy 95% prze -
dziale ufno œci (t40 = 1,49, p = 0,1428). Nie mo¿na wiêc
twie rdziæ, ¿e œred nie wy niki st ê¿eñ otrzym ane me tod¹
FPIA s¹ ró ¿ne od œr ednich wy ników st ê¿eñ oznac zony ch
me tod¹ GC-MS. Nie wy kaz ano ta k¿e istotn ej sta tys tycz -
nie ró¿ nicy dla odc hyl eñ stan dard owy ch w obu  meto -
dach.

Jak wy nika z prze prow adz onych badañ, ró¿n ice po -
miê dzy stê¿ enia mi kwa su wal proi nowe go wy znac zony -
mi me tod¹ FPIA i GC-MS nie za le¿¹ od st ê¿enia kwa su
wal proi nowe go. Pro blem ten ilus truje ry cina 3.

Au tor zy wc zeœ niejszych do nie sieñ na ukow ych po -
równ ywali st ê¿en ia kwa su wal proi nowe go oznac zone
me tod ami im mun olo gic znymi w od nies ieniu do wy sok o -
sp rawnej chro mat ogr afii cie czow ej lub chro mat ogr afii
ga zow ej jako me tod re fer ency jnych. Ró wni e¿ te ba dan ia
wy kaza³y brak istotn ych sta tys tycznie ró¿ nic w wy nik ach 
st ê¿eñ VPA uzys kany ch pomi êdzy wspo mnian ymi tech -
nik ami [5, 15, 17, 18, 20]. 

Zwa lid owa ne me tody FPIA i GC-MS pos³u¿y³y do
oz nac zeñ st ê¿e nia kwa su wal proi nowe go w su row icy
u pa cje ntów za trut ych pre par ata mi kwa su wal proi nowe -
go. Pró bki krwi od sze œciu pac jent ów by³y po bier ane
przy pr zyjê ciu do szpi tala, nast êpn ie dwu krotn ie w pierw -
szej i dru giej do bie le czen ia w celu mo nit oro wan ia elim i -
na cji leków, a póŸn iej jed nok rotnie w ko lejn ych do bach
a¿ do osi¹gn iêcia st ê¿eñ sub ter ape utyc znych kwa su wal -
proi nowe go.

Otrzym ane wy niki st ê¿eñ kwa su wal proi nowe go przy 
prz yjêc iu do szpi tala u wszyst kich szeœciu pacjen tów
prze kroc zy³y stê¿ enie tok syczne kwa su wal proi nowe go
(> 150 mg/ml), a waha³y siê od 197,2 mg/ml do 718,5 mg/ml.
Spil ler i in. opis ali wyst êpo wanie ko rel acji po miê dzy
stop niem za truc ia kwa sem wal proi nowym a jego  stê¿e -
niem we krwi. Ob raz kli niczny za truc ia kwa sem  wal pro -
inowym z ogran icz on¹ toksy czn oœci¹  ujaw niali pa cjenci,
u kt órych st ê¿enia leku znaj dowa³y siê poni ¿ej 450 mg/ml,
pod czas gdy stê ¿eniom kwa su wal proi nowe go pow y¿ej
850 mg/ml to war zyszy³y gr oŸne dla ¿y cia ob jawy kli -
niczne, jak œpi¹czka, nie wydol noœæ od dec howa lub kwa -
sica me tab oli czna [19]. W przy padk ach zatr uæ œmier -
tel nych no tow ano st ê¿e nia kwa su wal proi nowe go we krwi
w za kres ie od 520 mg/ml do 1970 mg/ml [17]. U anal izo -
wan ych szeœ ciu pacj ent ów nie wyst¹pi³y ob jawy za gra -

¿aj¹ce ¿y ciu, a st opi eñ za truc ia  zakwalifiko wano od lek -
kiego do ciê ¿kie go.

Daw ki kwa su wal proi nowe go prz yjête przez  bada -
nych pa cje ntów, a na stê pnie ok reœ lone na pod staw ie wy -
wiadu le kars kiego w za kres ie od 12 do 46 g, osi¹ga³y
wa rtoœ ci da wek tok syczn ych (od 19 do 45 g), przy któ -
rych ob serw owa no ci ê¿kie ob jawy za truc ia. Kwas wal -
proi nowy jest jed nak le kiem wz glêdnie ma³o tok syczn ym 
i pow rót do zdro wia opis ano po daw kach wy nosz¹cych
na wet 75 g [16].

Pod czas mo nit oro wan ia elim ina cji kwa su wal proi -
nowe go z or gan izmu za trut ych pa cjen tów ob serw owa no
pro fil far mak oki net ycz ny cha rakt ery sty czny dla mo delu
dwu komp artme ntow ego, a elim ina cja za chod zi³a zgod -
nie z ki net yk¹ pierw szego rzêdu. Œred nie war toœci bio -
log iczne go okresu pó³trwa nia (t1/2) i sta³ej elim ina cji (kel)
ob lic zone ze st ê¿eñ kwa su wal proi nowe go  wyko na nych
me tod¹ FPIA wy nosi³y od pow iednio 22,9 ± 5,7 h oraz
0,032 ± 0,009 h–1 i by³y zgod ne z wcze œniejszymi  bada -
niami z wyj¹tkiem jed nego pa cjenta, kt órego t1/2 wyd³u -
¿y³ siê do 57,6 h, a kel wy nosi³a 0,012 h–1.  Biolo giczny
okres pó³trwa nia kwa su wal proi nowe go przy daw kach
te rap euty cznych mi eœci siê w za kres ie od 8 do 21,5 h
( œrednio 12,2 ± 3,7 h). W wy niku przedaw kow ania mo¿e
on ulec wyd³u¿eniu dwu- lub trzy krotn ie do  war toœci t1/2

powy ¿ej 30 h [21]. Do tychc zaso we ba dan ia wy kaza³y, ¿e 
t1/2 w za truc iu kwa sem wal proi nowym osi¹ga³ war toœci
od 8,8 do 30,9 h (œre dnio 15,4 ± 8,8 h) [23]. 

6. Pod sum owa nie

Za stos owa ne me tody FPIA i GC-MS z jo niz acj¹ elek -
t ronow¹ mog¹ byæ wy kor zyst ane do ru tyn owy ch  ozna -
czeñ st ê¿eñ kwa su wal proi nowe go w te rap ii mo nit o ro-
wa nej oraz u pa cjentów za trut ych pre par ata mi kwa su
wal proi nowe go. Wy kaz ano ró wni e¿, ¿e wy niki st ê¿eñ
VPA w su row icy oznac zone me tod¹ im mun ofl uore scen -
cji w œw iet le spo lar yzo wan ym nie s¹ sta tys tycznie ró¿ ne
od wyn ików otrzym any ch me tod¹ re fer ency jn¹ (GC-MS),
co mo¿e do wod ziæ bra ku rea ktywnoœci krz y ¿owej prze -
ciwc ia³ w oznac zeni ach VPA tech nik¹ FPIA.

Do bra ko rel acja po miê dzy wy nik ami uzys kiwa nymi
me tod¹ FPIA i re fer ency jn¹ me tod¹ GC-MS oraz sz yb -
koœæ i pro stota ozn aczeñ po twierd zaj¹ pr zydatn oœæ me -
tody FPIA dla ce lów kli niczn ych.   
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